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O cancro colo-retal (CCR) é um dos cancros mais comuns em todo o mundo. A 
dieta está claramente ligada tanto ao risco como à incidência de CCR. Muitos estudos 
epidemiológicos mostram uma relação inversa entre a ingestão de fibra alimentar e a 
incidência de CCR. Prebióticos são ingredientes alimentares não digeríveis que escapam 
à hidrólise e absorção no trato superior do tubo digestivo e alcançam o cólon onde afetam 
beneficamente o hospedeiro pela proliferação seletiva de determinados tipos de bactérias 
(bifidobactérias, lactobacilos). O ácido gordo de cadeia curta, butirato (BT), produzido no 
lúmen intestinal principalmente através da fermentação bacteriana de fibra da dieta, 
desempenha um papel fundamental na homeostasia do epitélio do cólon, tendo múltiplos 
papéis reguladores a esse nível. Um dos efeitos benéficos do BT propostos para a saúde 
é a prevenção da carcinogénese do cólon. O BT é transportado para as células epiteliais 
do cólon por dois sistemas de transporte específicos: o transportador de 
monocarboxilatos electroneutro acoplado ao H+ do tipo1 (MCT1) e o transportador de 
monocarboxilatos electrogénico acoplado ao Na+ do tipo 1 (SMCT1). O MCT1 e SMCT1 
foram recentemente propostos como genes supressores tumorais, provavelmente devido 
à sua capacidade de mediar a captação do BT para as células epiteliais do cólon. 
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da Nutriose® FB 06 e da Raftilose® P95 
sobre (a) a captação de 14C-BT e (b) os efeitos do BT sobre a proliferação, viabilidade e 
diferenciação celular, na linha celular de epitélio intestinal normal de rato, células IEC-6. 
A captação de 14C-BT foi determinada por cintilometria líquida. A expressão de ARNm de 
MCT1 e de SMCT1 foi quantificada por qRT-PCR. A viabilidade, proliferação e 
diferenciação celular foram quantificadas com os ensaios da desidrogénese do lactato 
(LDH), sulforodamina B (SRB) e fosfatase alcalina (ALP), respetivamente.  
Este estudo demonstrou que agudamente (1 h, 3 h, 6 h), nenhum dos prebióticos 
testados (até 100 mg/ml) afetam a captação de 14C-BT nem a viabilidade e proliferação 
celular. Por outro lado, a exposição crónica (48 h) aos prebióticos (Nutriose FB 06 50 
mg/ml and Raftilose P95 20 mg/ml) aumentou a captação de 14C-BT e este aumento não 
é dependente de alterações na viabilidade nem da proliferação celular. Este aumento 
parece envolver o SMCT1 mas não o MCT1. Os prebióticos não tiveram efeito na 
expressão de ARNm nem do SMCT1 nem do MCT1. O BT (5 mM; 48 h) diminuiu 
acentuadamente a viabilidade e a proliferação e aumentou a diferenciação celular das 
células IEC-6. Em geral, a combinação dos prebióticos com o BT não alterou 
significativamente estes parâmetros, pois apenas a Nutriose® FB 06 50 mg/ml diminuiu o 
efeito do BT sobre a viabilidade celular. 
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Tendo em conta estes resultados, que mostram que a exposição crónica à 
Nutriose® FB 06 e à Raftilose® P95 origina um aumento da captação de 14C-BT pelas 
células epiteliais intestinais, pode-se especular que estes prebióticos possam interferir 
com os níveis intracelulares de BT no epitélio do cólon. Apesar da Nutriose® FB 06 e da 
Raftilose® P95 não terem modificado os efeitos do BT nos parâmetros estudados 
(viabilidade, proliferação e diferenciação celular), não podemos excluir que possam 
interferir no efeito do BT ao nível de outros alvos intracelulares (p.e. ao nível da apoptose 
ou da inibição da ativação do NF-KB), e deste modo contribuir para a homeostasia do 
epitélio do cólon. 
 














Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers worldwide. Diet is 
clearly linked to both risk and incidence of CRC. Many epidemiological studies show an 
inverse relationship between dietary fiber intake and the incidence of CRC. Prebiotics are 
non-digestible food ingredients that escape hydrolysis and absorption in the upper 
digestive tract and reach the colon where they beneficially affect the host by inducing 
selective proliferation of a limited number of bacteria (bifidobacteria, lactobacilli). The 
short-chain fatty acid butyrate (BT), produced in the intestinal lumen by bacterial 
fermentation of mainly dietary fiber, plays a key role in colonic epithelium homeostasis, 
having multiple regulatory roles at that level. One of the proposed beneficial effects of BT 
on human colonic health is the prevention/inhibition of colon carcinogenesis. BT is 
transported into colonic epithelial cells by two specific carrier-mediated transport systems: 
the electroneutral H+-coupled monocarboxylate transporter 1 (MCT1) and the Na+-coupled 
monocarboxylate cotransporter 1 (SMCT1). MCT1 and SMCT1 were recently proposed to 
function as tumor suppressors, most probably due to their ability to mediate the entry of 
BT into colonic epithelial cells.  
The aim of this study was to evaluate the effect of the prebiotics Nutriose FB06 
and Raftilose P95 upon (a) the uptake of 14C-BT and (b) the effects of BT on cell 
proliferation, viability and differentiation, in the rat normal intestinal epithelial cell line, IEC-
6 cells. Uptake of 14C-BT was measured by liquid scintillation counting. MCT1 and SMCT1 
mRNA expression was quantified by qRT-PCR. Cell viability, proliferation and 
differentiation were quantified with the lactate dehydrogenase (LDH), sulforhodamine B 
and alkaline phosphatase activity assays, respectively.  
This study showed that acutely (1 h, 3 h, 6 h), none of the prebiotics tested (until 
100 mg/ml) affect neither 14C-BT uptake nor cellular viability and proliferation. On the other 
hand, chronic exposure (48 h) to prebiotics (Nutriose FB06 50 mg/ml and Raftilose P95 
20 mg/ml) increased 14C-BT uptake and this increase is not dependent on changes on cell 
viability or proliferation. This increase appears to involve SMCT1 but not MCT1. Prebiotics 
had no effect in SMCT1 and MCT1 mRNA expression levels. BT (5 mM; 48 h) markedly 
decreased cellular viability and proliferation and increased IEC-6 cell differentiation. In 
general, combination of prebiotics with BT did not significantly modify these parameters, 
with the exception of Nutriose FB 06 50 mg/ml which decreased the effect of BT upon 
cell viability. 
Given these results, showing that chronic exposure to Nutriose® FB 06 and 
Raftilose® P95 increases uptake of 14C-BT by intestinal epithelial cells, it can be 
xii  
 
speculated that these prebiotics may interfere with the intracellular levels of BT in the 
colon epithelium. Although Nutriose® FB 06 and Raftilose® P95 did not modify the effects 
of BT upon the studied parameters (cell viability, proliferation and differentiation), we 
cannot exclude that they can interfere with the effect of BT at other intracellular targets 
(e.g. apoptosis, inhibition of NF-KB activation), and thus contribute to colonic epithelium 
homeostasis.  
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Figura 17 - Efeito crónico (48 h) dos prebióticos na proliferação celular das células IEC-6, 
determinado pela quantificação da proteína celular total com SRB, como descrito nos Métodos. 
(A) Quantificação do SRB na ausência (controlo) ou na presença de Nutriose
 
FB 06 10 mg/ml 
(n=6), 20 mg/ml (n=6), 50 mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6); (B) Quantificação do SRB na 
ausência (controlo) ou na presença de Raftilose P95 10 mg/ml (n=6), 20 mg/ml (n=6), 50 
mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6). Resultados são apresentados como absorvância (% do 




Figura 18 - Efeito da exposição crónica (48 h) (A) ao BT 5 mM (BT), à Nutriose
 
FB 06 50 
mg/ml (Nutriose) e ao BT 5 mM + Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (BT + Nutriose) (n=21) e (B) ao BT 
5 mM (BT), à Raftilose P95 20 mg/ml (Raftilose) e ao BT 5 mM + Raftilose P95 20 mg/ml (BT 
+ Raftilose) (n=24), na viabilidade celular das células IEC-6, determinada pela quantificação da 
atividade da desidrogénese do lactato extracelular (LDH), como descrito nos Métodos. Os 
resultados são apresentados como atividade da LDH extracelular (% da atividade total) (média 
aritmética ± SEM). *Significativamente diferente do controlo, 
#
Significativamente diferente do 
BT…………………………………………………………………………………………………………45 
Figura 19 - Efeito da exposição crónica (48 h) (A) ao BT 5 mM (BT), à Nutriose
 
FB 06 50 
mg/ml (Nutriose) e ao BT 5 mM + Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (BT + Nutriose) e (B) ao BT 5 mM 
(BT), à Raftilose P95 20 mg/ml (Raftilose) e ao BT 5 mM + Raftilose P95 20 mg/ml (BT + 
Raftilose), na proliferação celular das células IEC-6, determinada pela quantificação da 
proteína celular total com SRB, como descrito nos Métodos. Os resultados são apresentados 
como absorvância (% do controlo; n=12) (média aritmética ± SEM). *Significativamente 
diferente do controlo…………………………………………………………………………...……….46 
Figura 20 - Efeito da exposição crónica (48 h) (A) ao BT 5 mM (BT), à Nutriose
 
FB 06 50 
mg/ml (Nutriose) e ao BT 5 mM + Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (BT + Nutriose) e (B) ao BT 5 mM 
(BT), à Raftilose P95 20 mg/ml (Raftilose) e ao BT 5 mM + Raftilose P95 20 mg/ml (BT + 
Raftilose), na diferenciação celular das células IEC-6, determinada pela quantificação da 
atividade da fosfatase alcalina (ALP), como descrito nos Métodos. Os resultados são 




mg proteína (% do controlo; n=17) (média aritmética 
± SEM). *Significativamente diferente do controlo…………………………………………………47




ADN – ácido desoxirribonucleico 
AGCC – ácido gordo de cadeia curta 
ALP – fosfatase alcalina 
ARN – ácido ribonucleico 
ARNm – ARN mensageiro 
BT – butirato 
BSA - albumina de soro bovino 
CCR – cancro colo-retal 
DNAse – desoxirribonuclease 
EDTA – ácido etilenodiaminotetracético 
GAPDH – desidrogenase do gliceraldeído-3-fosfato 
GP – grau de polimerização 
GPR41 – recetor 41 acoplado a proteínas G  
GPR109A – recetor 109A acoplado a proteína G 
HDAC – desacetilase das histonas 
HDACi - inibidor da desacetilase das histonas 
HEPES - ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanessulfónico 
IEC-6 - linha celular do epitélio de intestino delgado normal de rato 
LDH - desidrogénese do lactato 
MCT1 - transportador de monocarboxilatos electroneutro acoplado ao H+ do tipo1 
NADH - dinucleótido de nicotinamida e adenina reduzido 
NPPB - ácido 5-nitro-2-(3-fenil-propil-amino) benzoico 
OFS - oligofrutose 
pCMB - ácido 4-(hidroximercuri) benzóico 
pNPP -  p-nitrofenilfosfato 
pNP – p-nitrofenol 
qRT-PCR – reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa quantitativa 
(quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) 
TCA – ácido tricoloracético 
SMCT1 - transportador de monocarboxilatos electrogénico acoplado ao Na+ do tipo 1 



















1. Cancro colo-retal 
 
Estima-se que em 2008 ocorreram 12,7 milhões de novos casos de cancro e 7,6 
milhões de mortes por cancro em todo o mundo. O cancro colo-retal, CCR, é o terceiro 
tipo mais comum de cancro (antecedido pelo cancro do pulmão e mama), com 1,2 
milhões de novos casos diagnosticados, representando cerca de 9,7% de todos os casos 
de cancro. É o terceiro cancro mais comum em homens (663.000 casos, 10,0% do total) 
e o segundo em mulheres (570.000 casos, 9,4% do total) em todo o mundo (1). 
Os cancros do cólon e reto são raros em países em desenvolvimento, sendo que 
ocorrem em altas taxas de incidência em países desenvolvidos da Europa, América do 
Norte, Austrália e Japão (2). Em 2006, na Europa, o CCR foi o terceiro mais comum tipo 
de cancro tanto em homens como em mulheres, e a segunda principal causa de morte 
relacionada com cancro (Figura 2) (3). 
 
Figura 1 - (a) Números estimados (milhares) de novos casos de cancro (incidência) e mortes (mortalidade) em homens em 
regiões desenvolvidas e em desenvolvimento no mundo em 2008. (b) Números estimados (milhares) de novos casos de 












1.1 Carcinogénese colo-retal 
 
O CCR inclui tumores malignos da mucosa do cólon, reto e apêndice; no entanto, 
a maioria dos tumores aparece no lado esquerdo do cólon e do reto, Figura 3. 
 
Figura 3 - Percentagem de distribuição de casos de cancro colo-retal dentro do intestino grosso, Grâ-Bretanha, 2006-2008; 
Cancer Research UK. 
 
O desenvolvimento de CCR envolve várias alterações genéticas e moleculares na 
proliferação celular, sobrevivência celular, diferenciação, resistência à apoptose, 





se acumulando ao longo do tempo constituindo a sequência adenoma-carcinoma (Figura 
4). O passo inicial na tumorigénese é a da formação de focos de criptas colónicas 
aberrantes, ACF (aberrante crypt foci), associada com a perda ou mutação do gene 
supressor tumoral adenomatous polyposis coli (APC). Os carcinomas precoces 
acumulam adicionalmente mutações em oncogenes ou em genes supressores tumorais, 
tais como K-ras, p53. As vias de sinalização Wnt/β-catenina e EGFR/PI3K/Akt também 




















1.2 Fatores de risco do cancro colo-retal 
 
O CCR representa uma doença complexa, cujo desenvolvimento é determinado 
pela interação complexa entre fatores genéticos, ambientais específicos e fatores de 
estilo de vida com diferentes graus de envolvimento (5). Os fatores de risco de CCR 
incluem a idade, história familiar, doenças inflamatórias intestinais (incluindo colite 
ulcerosa e doença de Crohn) e pró-carcinogéneos ambientais e alimentares (6). Estudos 
de evidência ecológica, estudos de migrantes e estudos de tendência secular sugerem 
que os fatores de risco ambientais são da maior importância para o desenvolvimento do 
CCR. Os fatores dietéticos têm sido presumidos como importantes, mas só a ingestão de 
carne vermelha confecionada e álcool são considerados como fatores alimentares de 
risco bem convincentes para CCR (7). Por outro lado, estudos sugerem que o consumo 
de frutos e vegetais está correlacionado com a diminuição do risco de CCR (8) e uma alta 
ingestão de fibra alimentar, particularmente a partir de cereais e grãos integrais, está 





1.3 Rastreio, tratamento e quimioprevenção 
 
O diagnóstico precoce, quer pela imediata investigação de sintomas suspeitos 
quer pelo rastreio da população e de grupos de risco, permitiu diminuir a mortalidade 
associada ao CCR. Assim, o CCR pode ser tratado após deteção numa fase inicial e até 
prevenido através da remoção de possíveis precursores, tais como adenomas (10). 
O exame de primeira linha para o diagnóstico ou estudo de uma suspeita de CCR 
é a colonoscopia (11), uma vez que é o que permite uma maior triagem, e é o mais 
rentável, tem uma elevada precisão e é possível remover a maioria dos precursores de 
CCR durante o exame (10, 12). O tratamento para o CCR é largamente dependente da 
fase da doença. Os tratamentos padrão para CCR incluem cirurgia, radioterapia e/ou 
quimioterapia antineoplásica, assim como novos fármacos antiangiogénicos (13). 
Apesar da compreensão do processo e mecanismo na carcinogénese do cólon, as 
terapias atuais, incluindo cirurgia, quimioterapia, radioterapia e terapia molecular alvo 
ainda são limitados para tumores avançados. Assim, uma quantidade crescente de 
atenção científica tem sido focada na investigação do potencial de substâncias da dieta 
para a prevenção e controlo do CCR através de estratégias quimiopreventivas (14). A 





biológicas (a partir de uma fonte viva) para inverter, suprimir ou prevenir o 
desenvolvimento de cancro (15). 
Têm vindo a ser demonstradas propriedades promotoras da saúde para muitos 
compostos naturais da dieta isolados de frutas e vegetais, incluindo as fibras, ácidos 
gordos de cadeia curta (AGCC), folato, metionina, selénio, vitamina D, cálcio e 




2. Fibra alimentar e prebióticos 
 
Uma alta ingestão de fibra alimentar, particularmente de cereais e de grãos 
integral, está associada a um menor risco de desenvolvimento de CCR (9, 18). A fibra 
dietética pode ser considerada como consistindo de carbohidratos complexos que não 
são hidrolisados pelas enzimas no intestino delgado humano e atingem o cólon onde são 
fermentados pela microflora, produzindo AGCC, incluindo butirato (BT), acetato e 
propionato (19, 20). 
Prebiótico é definido como "um ingrediente seletivamente fermentado que permite 
alterações específicas, tanto na composição e/ou atividade da microflora gastrointestinal, 
que confere benefícios para o bem-estar e saúde do hospedeiro" (21, 22). Prebióticos são 
geralmente classificados nutricionalmente como fibras alimentares (21). A fim de que um 
ingrediente alimentar seja classificado como um prebiótico, deve satisfizer os seguintes 
critérios: 1) resistência à acidez gástrica, ao aparelho digestivo humano (por ausência de 
enzimas necessárias para metabolizar esses compostos) e à absorção gastrointestinal; 2) 
fermentação pela microflora intestinal; e 3) estimulação seletiva do crescimento e/ou 
atividade de bactérias intestinais que contribuem para saúde e bem-estar (21, 22).  
Os prebióticos inulina e oligofrutose têm mostrado estimular seletivamente o 
crescimento de bifidobacterias (23, 24) e proporcionar proteção contra a CCR (25). A 
Nutriose® FB 06, uma dextrina (26, 27), e a Raftilose® P95, uma oligofrutose (OFS) (19), 












2.1 Nutriose FB 06: 
 
A Nutriose FB 06 é um polissacarídeo de glicose produzido pela cromatografia de 
uma dextrina derivada do milho, trigo ou outros amidos comestíveis. O produto final, 
Nutriose® FB, é uma mistura de polímeros de glicose com uma gama bastante estreita de 
peso molecular (28).Tem um teor de até 85% de fibra e um elevado número de ligações 
α-1,6 e ligações glicosídicas não digeríveis tais como α-1,2 e α-1,3 (27). Esta possui um 
grau de polimerização (GP) de 12 a 15. A Nutriose FB 06 foi tornada comercialmente 
disponível em 2004. Ela tem-se mostrado muito resistente à digestão no intestino delgado 
(15% é digerida enzimaticamente, 75% é lenta e progressivamente fermentada no cólon, 
produzindo AGCGs, e 10% é excretada) (29, 30).  
 
Figura 5 – Fórmula estrutural da Nutriose
®
 FB 06 (27). 
 
A Figura 5 mostra a fórmula estrutural e a ampla gama de ligações encontradas 
na Nutriose® FB 06 (27, 28). 
A Nutriose ® FB 06 demonstrou ter efeitos benéficos nos seres humanos, incluindo 
o aumento do número de lactobacilos, diminuição do pH fecal (6,6-6,1) e aumento da 
atividade de α- e β-glucosidase (enzima digestiva induzível) fecal após o consumo de 45 












2.2 Raftilose® P95 
 
Do ponto de vista químico, a cadeia linear de inulina ou é um α-D-glucopiranosil-[-
β-D-frutofuranosil]n-1-β-D-frutofuranoside (GpyFn) ou um β-D-frutopiranosil-[β-D-
frutofuranosil]n-1-β-D-frutofuranoside (21). A inulina é um termo genérico que abrange 
todas as moléculas lineares β(1,2). Em qualquer circunstância que justifique a 
identificação dos oligómeros vs polímeros, os termos oligofrutose e/ou inulina podem ser 
usados, respetivamente. Apesar da inulina hidrolisada e do composto sintético terem um 
GPmédio pouco diferente (4 e 3,6, respetivamente), o termo oligofrutose pode ser usado 
para identificar os dois. Com efeito, oligofrutose e frutooligossacáridos são considerados 
sinónimos para a mistura de oligómeros pequenos de inulina com GP máximo de menos 
de 10 (21). 
A oligofrutose (OFS), uma mistura de frutooligossacáridos não digeríveis, é um 
ingrediente alimentar natural que pode ser preparado por hidrólise enzimática de inulina 
de chicória. Esta OFS disponível comercialmente é chamado de Raftilose. A Raftilose 
P95 é composto por uma mistura de glucosil-(fructosil)n-fructose (64%) e (fructosil)n-
fructose (36%) e tem um GP da gama de 2 a 8 (32, 33).  
Ao contrário da Nutriose FB 06, a Raftilose P95 atinge o cólon praticamente 
intacto, onde é fermentado, levando à produção de SCFA (32, 33). A oligofrutose e a 
inulina aumentam a produção de BT no cólon por fermentação microbiana (19). 
Commane et al. (2005) sugeriu que os produtos da fermentação da Raftilose 
podem ser eficazes na melhoria da função da barreira epitelial intestinal por impedir 
perturbações da função da mesma, induzidas por promotores de tumor (34). Estudos 
sugerem que a oligofrutose e a inulina da dieta inibem a formação de focos de criptas 
aberrantes (ACF), o que sugere que estes agentes podem suprimir a tumorigénese no 
cólon (35, 36). Estudos indicam que 10% de oligofrutose, possivelmente equivalente a 
uma dose de 40-60 g em termos humanos, reduz o desenvolvimento de ACF induzido 
quimicamente e o crescimento de tumores transplantados (37-39). Demonstrou-se 
também que a inulina e a oligofrutose reduzem a gravidade do CCR induzido pela 1,2-












2.3 Mecanismos de proteção contra o cancro colo-retal 
 
Tem sido sugerido que a dieta influencia a saúde do cólon por induzir mudanças 
no volume e conteúdo das fezes, na composição da microflora, no tempo total de trânsito 
intestinal e na pressão intraluminal (23). Os efeitos benéficos das fibras são muitas vezes 
atribuídos ao aumento da produção de BT; no entanto, estas podem também afetar 
outras características que influenciam a saúde intestinal, tais como o aumento da massa 
fecal, diminuição do tempo de trânsito no cólon, alterações na composição da microflora 
do intestino, diminuição do pH intraluminal e mudanças nos perfis de ácidos biliares (41). 
O volume fecal bem como o tempo de trânsito reduzido têm sido associados a 
proteção contra CCR (23). Os mecanismos envolvidos têm sido postulados como sendo a 
diminuição da exposição do cólon a cancerígenos devido à diminuição do tempo de 
contacto com o cólon e da redução das concentrações de carcinogéneos (42). 
A produção de AGCC é um dos mecanismos chave pelo qual os prebióticos 
podem transmitir efeitos benéficos, sendo o BT o principal mediador destes efeitos na 
mucosa do cólon (43). Tem sido sugerido que o BT tem funções ao nível da expressão de 
genes, prevenindo a transformação maligna por redução da proliferação celular e por 
indução da diferenciação e apoptose (44-46). Outro dos efeitos benéficos atribuídos ao 
BT é o fato de ter sido demonstrado que este induz enzimas metabolizadoras de 
xenobióticos (p.e. glutationa-S-transferase), que metabolizam compostos reativos para a 
excreção (47, 48). Para além disso, a produção de AGCC pode proteger contra o CCR 
através de acidificação do conteúdo do cólon (49, 50). A diminuição do pH no lúmen do 
cólon induzida pelos prebióticos pode melhorar a solubilidade e absorção de minerais, 
nomeadamente cálcio e magnésio (23), sendo que o cálcio é benéfico no CCR (51). Um 
ambiente do lúmen ácido também pode provocar um microambiente favorável a uma 
redução da atividade de enzimas pró-carcinogénicas, que convertem pró-carcinogéneos 















O butirato (BT) um produto da fermentação 
de fibra dietética pela flora intestinal, além de ser a 
principal fonte de energia para os colonócitos (54), 
também tem um papel protetor na prevenção e 
progressão da carcinogénese colo-retal, e 
influencia uma vasta gama de funções celulares 
que afetam a saúde do cólon (55). Assim, o BT 
desempenha um papel fundamental na 
homeostasia do epitélio do colon por ter múltiplos papéis reguladores a este nível, 
incluindo: 1) ser a principal fonte de energia para os colonócitos, 2) inibição da 
carcinogénese do cólon (por supressão do crescimento de células cancerígenas, indução 
da diferenciação e apoptose e inibição da proliferação celular), 3) promoção do 
crescimento e proliferação de células epiteliais normais de cólon, 4) estimulação da 
absorção de fluidos e eletrólito, 5) inibição da inflamação e stress oxidativo e 6) melhorar 
a função colónica de barreira de defesa (46, 56). 
Os mecanismos responsáveis pelos efeitos anti-carcinogénicos do BT não são 
conhecidos na totalidade, mas o BT influencia vários processos importantes na 
tumorigénese, incluindo a proliferação celular, apoptose, angiogénese, imuno-vigilância, 
stresse oxidativo e inflamação (46). O efeito anti-carcinogénico do BT parece ser 
principalmente atribuído à sua capacidade para atuar como inibidor da desacetilase das 
histonas (HDACi), levando a hiperacetilação das histonas (57, 58), que conduz a uma 
estrutura de cromatina mais relaxada, aumentando a acessibilidade de fatores de 
transcrição para as regiões promotoras do ADN, permitindo então a transcrição de genes 
silenciados a nível epigenético (59, 60). Além disso, o BT também tem outros alvos 
intracelulares, incluindo hiperacetilação de proteínas não histonas, alteração da metilação 
do ADN, inibição seletiva da fosforilação de histonas e modulação da sinalização cínase 
intracelular (61). 
Assim, o BT parece ter um papel protetor na prevenção e progressão do CCR. 
Nos tecidos normais, o efeito do BT sobre a apoptose e proliferação parece ser diferente 
do efeito do BT encontrado em tecidos tumorais, sendo este fenómeno referido como 





Figura 6 - Molécula de ácido butírico (Fonte: 






3.1 Absorção intestinal de butirato 
 
As concentrações molares totais e relativas dos principais AGCCs (acetato, 
propionato e butirato) produzidos no intestino humano dependem do local da 
fermentação, da dieta e da composição da microbiota intestinal (62). As concentrações 
absolutas de BT em fezes humanas podem variar entre 11-25 mM (63, 64). 
Como os AGCCs são ácidos fracos (pKa ≈ 4.8), mais de 90% encontra-se na 
forma aniónica, ionizado nas condições fisiológicas no cólon (65). Vários mecanismos de 
absorção de AGCCs através da membrana apical dos colonócitos têm sido propostos, 
incluindo difusão simples da forma não dissociada (através da membrana lipídica), 
transporte por troca com bicarbonato, AGCC/HCO3
- (66, 67), e transporte da forma 
dissociada por transportadores de AGCCs (transportadores de monocarboxilatos) (46). 
Assim, o BT é transportado para o interior das células epiteliais do cólon por dois 
sistemas de transporte específicos mediado por transportadores de monocarboxilatos, o 
transportador de monocarboxilatos electroneutro acoplado ao H+ do tipo 1 (MCT1, gene 
SLC16A1) (68) e o transportador de monocarboxilatos electrogénico acoplado ao Na+ do 
tipo 1 (SMCT1, gene SLC5A8) (69). O papel do BT no desenvolvimento do CCR é 
apoiado pela subexpressão dos transportadores do BT (MCT1 e SMCT1) no tecido de 
cancro de cólon humano (70, 71), a qual resulta numa baixa captação e metabolismo do 
BT nos colonócitos. Como mencionado, um dos efeitos benéficos do BT na saúde 
intestinal humana é a prevenção/inibição da carcinogénese do cólon e de acordo com 
esse fato, tanto o MCT1 (72) como o SMCT1 (69) foram recentemente propostos como 
genes supressores tumorais, muito provavelmente devido à sua capacidade de mediar a 
captação do BT para as células epiteliais do cólon.  
Os mecanismos de transporte envolvidos no transporte basolateral de BT ainda 
















3.1.1 Transportador de monocarboxilatos do tipo 1, MCT1 
 
Cuff et al. (2002) determinou que o gene SLC16A1 contém 5 exões e abrange 
cerca de 44 kb (73) e Garcia et al. (1994) mapearam o gene SLC16A1 no cromossoma 
1p13.2-p12 (74). 
Na família de transportadores de monocarboxilatos (MCTs) foram identificados até 
à data 14 membros através da sequência de homologia, sendo codificados por genes da 
família SLC16 (75). Os MCTs possuem 12 hélices transmembranares, um terminal-N e 
um terminal-C voltado para o citosol e um grande loop citosólico entre as hélices 6 e 7 
(76). 
Para funcionar, o MCT transloca um protão e um monocarboxilato através da 
membrana plasmática por um mecanismo ordenado, na qual a ligação de H+ é seguida 
pela ligação do monocarboxilato ao transportador protonado (77). A direção do fluxo de 
monocarboxilatos depende do gradiente químico de H+ e monocarboxilatos através da 
membrana (78). Uma vez que o transportador funciona como um permutador, o 
transporte pode ocorrer bidirecionalmente (77). A distribuição de MCT1 nos tecidos é 
ubíqua e a sua localização subcelular pode ser na membrana basolateral e apical (75). 
A função principal deste transportador tem sido associada com a absorção ou o 
efluxo de monocarboxilatos através da membrana plasmática, de acordo com 
necessidades metabólicas celulares (78). Cuff et al. (2002) descreveram que (i) a 
expressão de MCT1 no cólon humano é regulada pelo BT, (ii) que tal envolve 
mecanismos de transcrição e pós-transcrição e (iii) que é refletida funcionalmente como 
um aumento no transporte de BT (68). 
 O primeiro relato sobre a expressão da proteína MCT1 em amostras de tumores 
humanos descreveu uma diminuição da expressão de MCT1, na transição do cólon 
normal para maligno (70). A diminuição da expressão de MCT1 resulta numa redução na 
captação, metabolismo e dos efeitos do BT nos colonócitos. Assim, a captação de BT por 
células epiteliais intestinais é altamente dependente da expressão de MCT1; alterações 












3.1.2 Transportador de monocarboxilatos acoplado a sódio do tipo 1, SMCT1 
 
Li et al. (2003) (71) determinaram que o gene SLC5A8 contem 15 exões e 
mapearam o gene SLC5A8 no cromossoma 12q22-q23 pela análise da sequência 
genómica. O SLC5A8 codifica uma proteína com 610 aminoácidos. A transcrição de 
SLC5A8 é regulada por hipermetilação das ilhas ricas em CpG ricos da região promotora 
(69).  
O SLC5A8 codifica para um transportador de sódio pertencente à família de genes 
de transportadores de solutos SLC5. A especificidade de substratos de SLC5A8 é muito 
semelhante ao previamente conhecido transportador de monocarboxilatos (MCTs), 
exceto que o transporte via SLC5A8 é acoplado ao transporte de Na+ enquanto o 
transporte via MCTs é acoplado ao transporte de H+. Baseado na sua função de 
transporte, o SLC5A8 foi nomeado como Sodium-coupled MonoCarboxylate Transporter 
(SMCT) (69). No cólon, este transportador medeia a entrada de AGCC acoplado a Na+ a 
partir do lúmen para os colonócitos (69). 
Li et al. (2003) identificou o SLC5A8 como um gene candidato a supressor 
tumoral, uma vez que é silenciado em aproximadamente 60% dos CCRs primários. O 
SLC5A8 encontra-se subexpresso numa variedade de cancros, incluindo no CCR (69). O 
silenciamento ocorre por uma intensa metilação nas ilhas CpG no exão 1 de SLC5A8. 
Quando re-expresso em linhas celulares de CCR nas quais se encontrava silenciado, 
diminuiu até 75% a formação de colónias de células tumorais na presença de BT. O 
silenciamento do SLC5A8 ocorre como um evento precoce e frequente na progressão da 
mucosa colónica para neoplasia, detetável em mais de 50% dos focos de criptas 
colónicas aberrantes (ACF) e adenomas (71). 
Quanto à distribuição deste transportador no intestino, tanto em humanos como 
em rato os níveis de proteína SMCT1 foram maiores no cólon distal, seguido do cólon 



















Dado o importante papel desempenhado pelo BT na manutenção da homeostasia 
do epitélio do cólon e os seus múltiplos papeis reguladores ao nível intestinal, decidimos 
avaliar, numa linha celular do epitélio de intestino delgado normal de rato (células IEC-6), 
o efeito da Nutriose FB 06 e Raftilose P95 sobre:  
 
(a) a absorção do BT 
(b) os efeitos do BT na proliferação, viabilidade e diferenciação celular 
 
Assim, neste trabalho pretende-se alcançar um melhor conhecimento sobre os 












Materiais e Métodos 
  




1. Cultura celular das células IEC-6 
 
A linha celular IEC-6 foi obtida a partir de Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen (ACC-111; Braunschweig, Germany) e usada entre as passagens 17 e 
28. As células foram mantidas numa atmosfera humidificada de 5% CO2 – 95% de ar e 
cultivadas em Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium: meio RPMI 1640 (1:1), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,1 U/ml de insulina, 5,96 g de HEPES, 2,2 
g de NaHCO3, 100 unidades/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina e 0,25 µg/ml 
de anfotericina B (todos da Sigma, St. Louis, MO). O meio de cultura foi mudado a cada 
2-3 dias e a cultura foi replicada a cada 7 dias. Para plaqueamento, as células foram 
removidas enzimaticamente (0,05% de tripsina-EDTA, 5 min, 37°C), split 1:3 e sub-
cultivadas em placas de cultura de plástico (21 cm2; ø 60 mm; Corning Costar, Corning, 
NY, USA). Para a utilização em experiências, as células IEC-6 foram semeadas em 
placas de plástico de 24 poços (2 cm2; ø 16 mm, Corning Costar). As células foram 
usadas nas experiências 7-9 dias após a cultura inicial (90-100% de confluência). 
 
 
2. Tratamentos agudos e crónicos das células 
 
As concentrações dos prebióticos a testar foram escolhidas com base em 
pesquisa bibliográfica (80-84). Assim, começou-se por testar as seguintes concentrações 
de prebióticos: 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 50 mg/ml e 100 mg/ml. Para cada 
uma das concentrações de cada um dos prebióticos fez-se controlos de osmolaridade 
com manitol. 
O efeito agudo dos prebióticos foi testado tratando as células durante 1, 3 e 6 h 
com os prebióticos a testar, antes dos estudos de transporte, viabilidade e proliferação 
celular. Os prebióticos foram diluídos no meio de cultura. 
Na maior parte das experiências foram feitos tratamentos crónicos (48 h) das 
células em cultura com os diferentes prebióticos, antes dos estudos de transporte e dos 
estudos de viabilidade, proliferação e diferenciação celular. Estes tratamentos eram 
iniciados quando as células em cultura em placas de 24 poços atingiam 90-100% de 
confluência (5-7 dias de cultura). Os prebióticos foram diluídos no meio de cultura. O 
meio era renovado após as primeiras 24 h (meio sem soro), e no final das 48 h 
realizavam-se as experiências. 
Em algumas experiências, as células IEC-6 foram tratadas cronicamente com BT 
(5 mM) antes dos estudos de proliferação, viabilidade e diferenciação celular. Esta 




concentração de BT encontra-se dentro da gama fisiológica de concentrações deste 
composto no cólon humano, pois a concentração de AGCC no cólon humano pode atingir 
70-130 mM após a digestão de fibra dietética, com 20-30% destas concentrações 
correspondentes a BT e a concentração de BT encontrada em fezes humanas pode 
variar de 11-25 mM (55). 
 
 
3. Determinação da captação de 14C-butirato pelas células IEC-6 
 
As experiências de captação apical de 14C-BT foram realizadas em meio tampão 
Krebs sem glicose (GFK) com a seguinte composição (em mM): 125 NaCl, 1,2 MgSO4, 
1,2 CaCl2, 25 NaHCO3, 1,6 KH2PO4, 0,4 K2HPO4 e 20 MES (pH 7,4) ou 20 HEPES (pH 
6,5).  
Em cada experiência, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas 
com 0,3 ml de meio GFK a 37ºC. De seguida, as células foram incubadas com 0,3 ml de 
meio GFK a 37ºC, pH 6,5 contendo 14C-BT 10 µM. Gonçalves et al. (2011) demonstraram 
recentemente que a captação apical de 14C-BT em células IEC-6 é linear até aos 3 min 
(85). Assim, a incubação de 14C-BT foi realizada durante 3 min. No final, o meio de 
incubação foi removido e as células foram lavadas com 0,3 ml de meio GFK gelado (4ºC). 
As células foram depois solubilizadas com 0,3 ml de Triton X-100 0,1% (em Tris HCL 5 
mM, pH 7,4) e deixadas a 4ºC durante a noite. A radioatividade captada pelas células foi 
depois medida por cintilometria líquida.  
Nas experiências de caracterização dos transportadores envolvidos na captação 
apical de 14C-BT pelas células IEC-6, as células foram pré-incubadas durante 20 min na 
presença de GFK (presença de NaCl) ou GFK onde o NaCl foi isotonicamente substituído 
por LiCl (GFK-LiCl) juntamente com os prebióticos.  




4. Doseamento de proteínas 
 
As proteínas existentes nas células em monocamada foram doseadas segundo o 
protocolo descrito por Bradford (1976), utilizando como padrão a albumina de soro bovino 
(BSA). 
 






5. Determinação da viabilidade celular – atividade da desidrogénese do 
lactato (LDH) 
 
O efeito das fibras na viabilidade celular das células IEC-6 foi avaliado através da 
medição da atividade da desidrogénese da lactato (LDH) como descrito por Bernt e 
Bergmeyer (1974) (86). A libertação da enzima intracelular LDH para o meio extracelular 
foi utilizada para calcular a viabilidade celular, sendo que é um marcador enzimático 
estável que se correlaciona linearmente com a morte celular. A atividade desta enzima foi 
determinada espectrofotometricamente pela taxa de oxidação do NADH, segundo a 
equação (1): 
  
 Piruvato + NADH + H+                    Lactato + NAD+             (1) 
 
Brevemente, foram retirados os meios extracelulares das células IEC-6 cultivadas 
em placas de cultura de 24 poços sujeitas aos tratamentos para tubos de eppendorf. 
Desses meios retirava-se 50 µl para tubos de eppendorf que continham 1,5 ml de solução 
fosfato/piruvato (48 mM/0,6 mM, respetivamente) e por último adicionava-se 25 µl de 
solução de NADH (0,18 mM). Os valores de absorvância foram medidos durante 2 min a 
340 nm, e foi calculada a sua taxa de redução durante a redução de piruvato a lactato. 
 O processo acima descrito foi repetido com o meio intracelular para determinar a 
atividade da LDH total. Para isso, as células provenientes dos controlos foram 
solubilizadas com 0,5 ml de 0,1% (v/v) Triton X -100 (em 5 mM tris.HCl, pH 7,4), e 
incubadas durante 30 min a 37ºC. A atividade da LDH foi adicionada à atividade da LDH 
libertada a partir dos controlos, sendo que esta atividade total foi considerada representar 
100% de morte celular. A atividade da LDH presente no meio extracelular em cada 
amostra foi calculada como percentagem da atividade total. 













6. Determinação da proliferação celular – ensaio da sulforodamina B (SRB) 
 
Após o período de tratamento, foi adicionado ao meio de cultura de cada poço 
(500 µl) 62,5 µl de ácido tricloroacético (TCA) 50% (w/v) gelado para fixar as células (1h, 
a 4°C no escuro). As placas foram então lavadas cinco vezes com água da torneira para 
remover TCA. De seguida as placas foram secas ao ar e coradas durante 15 minutos 
com 0,4% (w/v) SRB dissolvido em 1% (v/v) de ácido acético. O SRB foi removido e as 
culturas foram lavadas quatro vezes com ácido acético 1% (v/v) para remover o corante 
residual. Posteriormente as placas foram novamente secas ao ar e o corante ligado foi 
então solubilizado com 375 µl de solução Tris.NaOH a 10 mM (pH 10,5). A absorvância 
de cada poço foi determinada a 540 nm; as amostras foram diluídas de modo a obter 
valores de absorvância inferiores a 0,7. 
 
7. Determinação da diferenciação celular - atividade da fosfatase alcalina 
(ALP) 
 
As células IEC-6, quando cultivadas até à confluência, diferenciam-se, ocorrendo 
polarização celular, desenvolvimento de microvilosidades apicais e o aparecimento de 
junções apertadas entre as células (87). Estas alterações na ultra-estrutura são 
acompanhadas de um aumento da atividade de enzimas como a fosfatase alcalina (ALP) 
na bordadura em escova (87). A atividade da ALP é um marcador de diferenciação de 
células epiteliais, porque a atividade da ALP é maior em células intestinais mais 
diferenciadas do que em células menos diferenciadas (88). 
Assim, a diferenciação celular foi avaliada por quantificação da atividade da 
fosfatase alcalina como previamente descrito (89). Em síntese, a atividade da ALP total 
foi determinada do seguinte modo: as células previamente tratadas foram lavadas com 
500 µl de PBS, sendo depois raspadas da placa e lavadas com 1,5 ml de PBS. Procedia-
se de seguida à centrifugação e ressuspensão em 250 µl de solução de homogenização 
e eram lisadas. 
O doseamento da atividade da ALP foi realizado à temperatura de 37ºC, usando o 
p-nitrofenilfosfato (pNPP) como substrato e com posterior quantificação do p-nitrofenol 
(pNP) libertado, que apresenta coloração amarela a pH alcalino (89). A incubação era 
realizada a pH 10,4 durante 1 h. A quantidade de pNP libertado foi determinada 
espectrofotometricamente a 405 nm. A atividade da ALP foi expressa em nmol 
pNP/min/mg proteína, sendo que a atividade da ALP era convertida em % do controlo. 
 





8. Extração de ARN e qRT-PCR (PCR quantitativo em tempo real com 
transcrição reversa de ARNm) 
 
Para avaliar a natureza do efeito crónico das fibras na expressão dos 
transportadores MCT1 e SMCT1, foi necessário efetuar extração de ARN, síntese de 
ADN e qRT-PCR. 
Imediatamente antes da extração, aspirou-se o meio de cultura, lavou-se as 
células com PBS (solução amortecedora de fosfatos) e ressuspendeu-se as mesmas em 
Tripure®. O ARN total das células tratadas cronicamente foi extraído pelo reagente de 
isolamento Tripure®, de acordo com as instruções do fabricante (Roche Diagnostics, 
Alemanha). 
Antes da síntese de ADNc, o ARN total foi tratado com DNase I (Invitrogen 
Corporation, CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Para a síntese de 
ADNc, incubou-se 10 µg de ARN com 200 U de transcriptase reversa (usando a 
Superscript Reverse Transcriptase II), 50 ng/µl de hexâmeros randomizados, 10 mM de 
dNTP, 0,1 M de DTT, 40 U de inibidor de RNase (RNaseOUT™) num volume final de 20 
µl de acordo com o protocolo do fabricante (Sigma). O ADNc resultante foi incubado com 
RNase H (Invitrogen®) durante 20 min a 37ºC para degradação do ARN. Foram usados 2 
µl dos 20 µl da mistura de reação da transcrição reversa para o qRT-PCR. Para a curva 
de calibração, foi usado ADNc de células IEC-6 não tratadas, diluído em 5 concentrações 
diferentes. Os primers usados estão apresentados na Tabela 1. O PCR em tempo real foi 
executado usando o LightCycler (Roche, Nutley, NJ, EUA). As reações (20 µl) foram 
feitas em tubos microcapilares usando 0,5 µM de cada primer e 4 µl de SYBR Green 
master mix (LightCycler FastStart DNA MasterPlus SYBR Green I, Roche). As condições 
do PCR foram as seguintes: desnaturação (95ºC durante 5 min), amplificação e 
quantificação (95ºC durante 10 s, temperatura de annealing (TA) durante 10 s e 72º C 
durante 10 s, com uma determinação de fluorescência simples no final do segmento de 
72ºC durante 10 s) repetindo 40 vezes, o programa de curva de melting ((TA + 10)ºC 
durante 15 s a 95ºC com uma taxa de aquecimento de 0,1ºC/s, com determinação de 
fluorescência contínua) e passo de arrefecimento para 40ºC. As TAs são 62ºC para o 
GAPDH, 69ºC para o MCT1 e 62ºC para o SMCT1 (Tabela 1). Os dados foram 
analisados usando o software de análise do LightCycler. 
 
 




Tabela 1 – Sequência de primers e temperaturas de annealing (TAs) usadas para qRT-PCR. 
Nome do Gene Sequência do primer (5´-3´) TA (ºC) 
rGAPDH 
F: GGC ATC GTG GAA GGG CTC ATG AC 
62 
R: ATG CCA GTG AGC TTC CCG TTC AGC 
rMCT1 
F: CAG TGC AAC GAC CAG TGA ATG TG 
69 
R: ATC AAG CCA CAG CCA GAC AGG 
rSMCT1 
F: CGG GAT CAC CAG CAC CTA C 
62 
R: GCA GGG GCA TAA ATC ACA ATC 
rGAPDH – desidrogenase do gliceraldeído-3-fosfato de rato; rMCT1 – transportador de monocarboxilatos do tipo 1 de rato; 





9. Cálculos e tratamento estatístico 
 
Os valores são expressos como médias aritméticas com erro padrão da média 
(SEM), e a média geométrica é dada com intervalos de confiança 95%. 
A análise estatística da diferença entre vários grupos foi avaliada pelo teste 
ANOVA, seguido pelo teste Student–Newman–Keuls (SRB, ALP, LDH). 
A análise estatística da diferença entre dois grupos foi avaliada com o teste t de 
Student (estudos de transporte).  



















Foram usados os seguintes materiais: 
 
14C-BT ([1-14C]-n-ácido butírico, sal de sódio; atividade específica 30-60 
mCi/mmol; Biotrend Chemikalien GmbH, Köln, Alemanha); Nutriose FB 06  (Roquette 
Frères, Lestrem, France); Raftilose P95 (Raffinerie Tirlemontoise, Tienen, Belgium); 
manitol; Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Germany); soro bovino fetal (Invitrogen 
Corporation, Carlsbad, CA, USA); etanol, HEPES (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-
etanesulfónico), MES (ácido N-2-hidromorfolino-etanesulfónico), pCMB (ácido 4-
(hidroximercuri) benzoico), NPPB (ácido 5-nitro-2-(3-fenil-propil-amino) benzoico), 
solução de antibiótico/antimicótico (100 unidades ml-1 penicilina, 100 µg ml-1 
estreptomicina e 0,25 µg ml-1 anfotericina B), solução de tripsina-EDTA, NADH 
(nicotinamida adenina dinucleótido reduzida), p-nitrofenilfosfato, butirato de sódio, 


















1. Efeito da Nutriose FB 06 e da Raftilose P95 sobre a captação apical de 
14C-BT em células IEC-6: dependência da concentração e do tempo 
 
Como existe pouca informação, para iniciarmos este estudo tivemos de fazer uma 
prévia pesquisa para sabermos que concentrações de Nutriose FB 06 e de Raftilose 
P95 usar (80-84). As concentrações testadas de ambos os prebióticos foram 1 mg/ml, 5 
mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 50 mg/ml e 100 mg/ml e começamos por estudar tratamentos 
agudos de 1, 3 e 6 h. 
Inicialmente, testamos o efeito durante 3 h com diferentes concentrações dos 
prebióticos. Verificou-se uma diminuição da captação apical de 14C-BT na presença de 
Nutriose FB 06 nas concentrações de 10 e 20 mg/ml (Figura 7A). No caso da Raftilose 
P95 não se verificou nenhum efeito na captação apical de 14C-BT para as concentrações 
testadas (Figura 7B).  
Posteriormente, estudou-se o efeito das concentrações mais altas (20, 50 e 100 
mg/ml) destes prebióticos sobre a captação apical de 14C-BT, em diversos tempos de 









Figura 7 - Efeito do tratamento com diferentes concentrações de Nutriose
 
FB 06 ou de Raftilose P95 durante 3 h na 
captação apical de 
14
C-BT pelas células IEC-6. A captação foi determinada em células incubadas a 37°C por 3 min com 
14
C-BT a 10 µM. (A) Captação de 
14
C-BT na ausência (controlo) ou na presença de Nutriose
 
FB 06 1 mg/ml (n=13), 5 
mg/ml (n=13), 10 mg/ml (n=13), 20 mg/ml (n=8), 50 mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6). (B) Captação de 
14
C-BT na ausência 
(controlo) ou na presença de Raftilose P95 1 mg/ml (n=15), 5 mg/ml (n=15), 10 mg/ml (n=15), 20 mg/ml (n=15), 50 mg/ml 
(n=6), 100 mg/ml (n=6). Os resultados são apresentados como nmol de 
14
C-BT/mg proteínas/3 min (% do controlo) (médias 
aritméticas ± SEM). *P <0,05, significativamente diferente do controlo. 
 
Como se pode verificar pela análise da Figura 8, não houve efeito nem da 
Nutriose FB 06 nem da Raftilose P95 em nenhuma das concentrações e em nenhum 







Figura 8 - Efeito do tratamento com diferentes concentrações de Nutriose
 
FB 06 ou de Raftilose P95 durante 1 h, 3 h ou 
6 h na captação apical de 
14
C-BT pelas células IEC-6. A captação foi determinada em células incubadas a 37°C durante 3 
min com 
14
C-BT a 10 µM. (A) Captação de 
14
C-BT na ausência (controlo) ou na presença de Nutriose
 
FB 06 20 mg/ml 
(n=6), 50 mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6). (B) Captação de 
14
C-BT na ausência (controlo) ou na presença de Raftilose 
P95 20 mg/ml (n=6), 50 mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6). Os resultados são apresentados como nmol de 
14
C-BT/mg 









Figura 9 - Efeito do tratamento com diferentes concentrações de Nutriose
 
FB 06 ou de Raftilose P95 durante 48 h na 
captação apical de 
14
C-BT pelas células IEC-6. A captação foi determinada em células incubadas a 37°C durante 3 min 
com 
14
C-BT a 10 µM. (A) Captação de 
14
C-BT na ausência (controlo) ou na presença de Nutriose
 
FB 06 10 mg/ml (n=8), 
20 mg/ml (n=9), 50 mg/ml (n=9) ou 100 mg/ml (n=9). (B) Captação de 
14
C-BT na ausência (controlo) ou na presença de 
Raftilose P95 10 mg/ml (n=8), 20 mg/ml (n=9), 50 mg/ml (n=9) ou 100 mg/ml (n=9). Os resultados são apresentados como 
nmol de 
14




A Figura 9 mostra que após uma exposição crónica (48 h) das células IEC-6 a 20, 
50 e 100 mg/ml de Nutriose FB 06 ou de Raftilose P95 ocorreu um aumento da 
captação de 14C-BT. Este efeito não é dependente da concentração. Como a captação 
máxima foi atingida com a concentração de Nutriose FB 06 de 50 mg/ml (≈ 135% em 
relação ao controlo) e com a concentração de Raftilose P95 de 20 mg/ml (≈ 137% em 
relação ao controlo), foram estas as concentrações escolhidas para as experiências que 






2. Efeito da Nutriose FB 06 e da Raftilose P95 sobre a captação apical de 
14C-BT mediada por SMCT1 e MCT1 em células IEC-6 
 
Gonçalves et al. (2011) (85) caraterizaram a captação de BT em células IEC-6, 
tendo verificado que a captação de BT era parcialmente dependente do Na+, que as 
células IEC-6 tanto expressam ARNm do MCT1 como o do SMCT1, e concluíram que a 
captação de 14C-BT pelas células IEC-6 é mediada pelo MCT1 e pelo SMCT1. No mesmo 
estudo também verificaram que a captação de 14C-BT pelas células IEC-6 era inibida pelo 
pCMB e pelo NPPB, inibidores clássicos do MCT1. 
Para estudar o efeito do tratamento crónico (48 h) da Nutriose FB 06 50 mg/ml e 
da Raftilose P95 20 mg/ml na captação apical de 14C-BT dependente e independente do 
Na+, mediu-se a captação de 14C-BT na presença e na ausência de NaCl (sendo este 
substituído por LiCl). 
Como podemos ver na Figura 10A, a captação de 14C-BT é parcialmente 
dependente do Na+ (35%) e parcialmente independente de Na+ (65%). A Nutriose FB 06 
aumenta a captação de 14C-BT na presença de Na+ extracelular, mas não tem efeito na 
captação independente do Na+. 
 Além disso, também foi testado o efeito de dois inibidores do MCT1, o NPPB e o 
pCMB. Tanto o NPPB como o pCMB causam uma diminuição na captação de 14C-BT (≈ 
25-30% e ≈ 30-33%, respetivamente) relativamente ao controlo, e esta diminuição não é 







Figura 10 - Características da captação apical de 
14
C-BT pelas células IEC-6. A captação foi determinada em células 
incubadas a 37°C durante 3 min com 
14
C-BT a 10 µM, na ausência (controlo; -) ou presença (+) de tratamento de 48 h com 
Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml. (A) Dependência iónica. O NaCl do GFK foi isotonicamente substituído por GFK-LiCl (n=9). (B) 
Efeito de inibidores. As células foram pré-incubadas (20 min) e incubadas (3 min) com GFK-LiCl na ausência (controlo) ou 
presença de NPPB 0,5 mM (n= 9) ou pCMB 0,5 mM (n=9). Os resultados são apresentados como nmol de 
14
C-BT/mg 










Figura 11 – Características da captação apical de 
14
C-BT pelas células IEC-6. A captação foi determinada em células 
incubadas a 37°C durante 3 min com 
14
C-BT a 10 µM na ausência (controlo; -) ou presença (+) de um tratamento de 48 h 
com Raftilose P95 20 mg/ml. (A) Dependência iónica. O NaCl do GFK foi isotonicamente substituído por GFK-LiCl (n=9). 
(B) Efeito de inibidores. As células foram pré-incubadas (20 min) e incubadas (3 min) com GFK-LiCl (controlo) na ausência 
(controlo) ou presença de NPPB 0.5 mM (n=9) ou pCMB 0,5 mM (n=9). Os resultados são apresentados como nmol de 
14
C-
BT/mg proteínas/3 min (% do controlo) (médias aritméticas ± SEM). *P < 0,05, significativamente diferente do controlo. 
 
Como podemos ver na Figura 11A, a captação de 14C-BT na presença de Na+ 
extracelular aumenta na presença de Raftilose P95 relativamente ao controlo. A 
substituição do Na+ por Li+ causa uma diminuição da captação de 14C-BT (≈ 40% em 
relação ao controlo), semelhante na presença como na ausência de Raftilose P95. 
 Relativamente ao efeito dos dois inibidores do MCT1, tanto o NPPB como o pCMB 
causam uma diminuição na captação de 14C-BT (≈ 20-25% e ≈ 20% respetivamente) 
relativamente ao controlo (LiCl), e esta diminuição é semelhante para cada um dos 






3. PCR quantitativo em tempo real com transcrição reversa de ARNm (qRT-
PCR) de MCT1 e SMCT1 em células IEC-6 
 
Nesta serie de experiências avaliou-se a expressão de ARNm do MCT1 e 
do SMCT1 nas células IEC-6. Verificou-se que quer a Nutriose FB 06 quer a 
Raftilose P95 (48 h) não têm efeito ao nível da transcrição (Figura 12). 
 
 
Figura 12 - Níveis de expressão do ARNm do MCT1 e SMCT1 em células IEC-6 tratadas cronicamente durante 48 h com: 
(A) Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml; e (B) Raftilose P95 20 mg/ml. Os níveis de ARNm do MCT1 e do SMCT1 foram 
quantificados por qRT-PCR, como descrito nos Métodos. Os resultados são apresentados como média aritmética 












4. Efeito da Nutriose FB 06 e da Raftilose P95 na viabilidade e proliferação 
celular em células IEC-6 
 
Nesta série de experiências, foi analisado o efeito dos prebióticos Nutriose FB 06 
e Raftilose P95 na viabilidade e proliferação celular. Para isso testamos o efeito de 
várias concentrações de cada um dos prebióticos, em tratamentos agudos de 3 e 6 h, 
sobre a viabilidade celular (Figura 13 e Figura 14), em tratamentos agudos de 3 h sobre 
proliferação celular (Figura 16), e em tratamentos crónicos de 48 h tanto sobre viabilidade 
como sobre a proliferação celular (Figura 15 e Figura 17, respetivamente).  
 
Figura 13 - Efeito agudo (3 h) dos prebióticos na viabilidade celular das células IEC-6, determinado pela quantificação da 
atividade da desidrogénese do lactato extracelular (LDH), como descrito nos Métodos. (A) Atividade da LDH na ausência 
(controlo) ou na presença de Nutriose
 
FB 06 1 mg/ml (n=9), 5 mg/ml (n=9), 10 mg/ml (n=9), 20 mg/ml (n=9), 50 mg/ml 
(n=6) ou 100 mg/ml (n=6); (B) Atividade da LDH na ausência (controlo) ou na presença de Raftilose P95 1 mg/ml (n=12), 
5 mg/ml (n=11), 10 mg/ml (n=12), 20 mg/ml (n=12), 50 mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6). Os resultados são apresentados 






Exceto na proliferação celular, e para a Nutriose FB 06 5 mg/ml (Figura 16), não 
houve efeito significativo destes compostos nem na viabilidade nem na viabilidade nem 
na proliferação celular. 
 
 
Figura 14 - Efeito agudo (6 h) dos prebióticos na viabilidade celular das células IEC-6, determinado pela quantificação da 
atividade da desidrogénese do lactato extracelular (LDH), como descrito nos Métodos. (A) Atividade da LDH na ausência 
(controlo) ou na presença de Nutriose
 
FB 06 20 mg/ml (n=6), 50 mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6); (B) Atividade da LDH na 
ausência (controlo) ou na presença de Raftilose P95 20 mg/ml (n=6), 50 mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6). Resultados são 
apresentados como atividade da LDH extracelular (% da atividade total) (média aritmética ± SEM). *Significativamente 







Figura 15 - Efeito crónico (48 h) dos prebióticos na viabilidade celular das células IEC-6, determinado pela quantificação da 
atividade da desidrogénese do lactato extracelular (LDH), como descrito nos Métodos. (A) Atividade da LDH na ausência 
(controlo) ou na presença de Nutriose
 
FB 06 10 mg/ml (n=9), 20 mg/ml (n=9), 50 mg/ml (n=9) ou 100 mg/ml (n=9); (B) 
Atividade da LDH na ausência (controlo) ou na presença de Raftilose P95 10 mg/ml (n=9), 20 mg/ml (n=9), 50 mg/ml (n=9) 
ou 100 mg/ml (n=9). Os resultados são apresentados como atividade da LDH extracelular (% da atividade total) (média 








Figura 16 – Efeito agudo (3 h) dos prebióticos na proliferação celular das células IEC-6, determinado pela quantificação da 
proteína celular total com SRB, como descrito nos Métodos. (A) Quantificação do SRB na ausência (controlo) ou na 
presença de Nutriose
 
FB 06 1 mg/ml (n=8), 5 mg/ml (n=9), 10 mg/ml (n=9) ou 20 mg/ml (n=9); (B) Quantificação do SRB 
na ausência (controlo) ou na presença de Raftilose P95 1 mg/ml (n=8), 5 mg/ml (n=9), 10 mg/ml (n=9) ou 20 mg/ml (n=9). 








Figura 17 - Efeito crónico (48 h) dos prebióticos na proliferação celular das células IEC-6, determinado pela quantificação 
da proteína celular total com SRB, como descrito nos Métodos. (A) Quantificação do SRB na ausência (controlo) ou na 
presença de Nutriose
 
FB 06 10 mg/ml (n=6), 20 mg/ml (n=6), 50 mg/ml (n=6) ou 100 mg/ml (n=6); (B) Quantificação do 
SRB na ausência (controlo) ou na presença de Raftilose P95 10 mg/ml (n=6), 20 mg/ml (n=6), 50 mg/ml (n=6) ou 100 
mg/ml (n=6). Resultados são apresentados como absorvância (% do controlo) (média aritmética ± SEM). 


















5. Efeito da interação entre o BT e Nutriose FB 06 ou Raftilose P95 na 
viabilidade celular, proliferação e diferenciação em células IEC-6 
 
Os resultados anteriores mostraram que a Nutriose FB 06 na concentração de 50 
mg/ml e a Raftilose P95 na concentração 20 mg/ml aumentaram a captação de 14C-BT. 
Sabendo que o BT apresenta, ao nível do epitélio intestinal, e também nestas células, 
efeitos sobre a proliferação, viabilidade e diferenciação celular (55), pretendeu-se, nesta 
série de experiências, avaliar qual o efeito que o BT tem em conjunto com a Nutriose FB 
06 ou Raftilose P95. 
Como referido, experiências preliminares do nosso grupo em que se estudou o 
efeito de um tratamento de 48 h com concentrações crescentes de BT sobre a 
proliferação das células IEC-6, mostraram que o BT reduz a proliferação destas células 
de um modo dependente da concentração (55). Com base nesses resultados, foi 
selecionada a concentração de 5 mM. Como mencionado na secção de Métodos, esta 
concentração de BT está bem dentro da gama fisiológica de concentrações encontradas 
no lúmen do cólon humano (55). Foi ainda demonstrado, nesses estudo, que o BT (5 
mM) reduz a viabilidade e aumenta o grau de diferenciação das células IEC-6 (55), 
embora Fukushima et al. (1998) (90) já tivesse demonstrado que o BT induzia a 
diferenciação celular em células IEC-6. 
No presente estudo, o BT (5 mM) causou uma diminuição significativa da 
proliferação celular (Figura 19) e na viabilidade (Figura 18), e um aumento muito 
acentuado na diferenciação celular (Figura 20). Fomos então examinar o seu efeito 
quando combinado com a Nutriose FB 06 50 mg/ml ou com a Raftilose P95 (20 mg/ml) 
(48 h). 
Relativamente à viabilidade celular, como mostra a Figura 18, o BT (5 mM) causou 
um aumento na morte celular. A Nutriose FB 06 não teve um efeito significativo na 
viabilidade celular, mas quando combinada com o BT, reverteu um pouco o efeito do BT, 
baixando a percentagem de morte celular que este causava sozinho (Figura 18A). 
Relativamente à Raftilose P95, nem teve efeito significativo na viabilidade celular, nem 









Figura 18 - Efeito da exposição crónica (48 h) (A) ao BT 5 mM (BT), à Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (Nutriose) e ao BT 5 mM 
+ Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (BT + Nutriose) (n=21) e (B) ao BT 5 mM (BT), à Raftilose P95 20 mg/ml (Raftilose) e ao BT 5 
mM + Raftilose P95 20 mg/ml (BT + Raftilose) (n=24), na viabilidade celular das células IEC-6, determinada pela 
quantificação da atividade da desidrogénese do lactato extracelular (LDH), como descrito nos Métodos. Os resultados são 
apresentados como atividade da LDH extracelular (% da atividade total) (média aritmética ± SEM). *Significativamente 
diferente do controlo, 
#
Significativamente diferente do BT. 
 
Na seguinte série de experiências, analisou-se o efeito do BT e dos prebióticos, 
isoladamente e em conjunto, sobre a proliferação celular das células IEC-6. O tratamento 
das células por 48 h com BT (5 mM) induziu uma diminuição significativa (40-45%) da 
proliferação celular (Figura 19). Por outro lado, nem a Nutriose FB 06 nem a Raftilose 
P95 mostraram qualquer efeito na proliferação celular. Relativamente à combinação do 
BT com as fibras verificou-se que estas não mudam o efeito que o BT apresenta na 






Figura 19 - Efeito da exposição crónica (48 h) (A) ao BT 5 mM (BT), à Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (Nutriose) e ao BT 5 mM 
+ Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (BT + Nutriose) e (B) ao BT 5 mM (BT), à Raftilose P95 20 mg/ml (Raftilose) e ao BT 5 mM + 
Raftilose P95 20 mg/ml (BT + Raftilose), na proliferação celular das células IEC-6, determinada pela quantificação da 
proteína celular total com SRB, como descrito nos Métodos. Os resultados são apresentados como absorvância (% do 
controlo; n=12) (média aritmética ± SEM). *Significativamente diferente do controlo. 
 
Por último, estudou-se o efeito do BT e dos prebióticos, isoladamente e em 
conjunto, sobre a diferenciação celular. O BT (5 mM) causou um aumento muito marcado 
na diferenciação celular (cerca de 6 vezes superior relativamente ao controlo) (Figura 20). 
Em contraste, nem a Nutriose FB 06 nem a Raftilose P95 alteraram este parâmetro. A 








Figura 20 - Efeito da exposição crónica (48 h) (A) ao BT 5 mM (BT), à Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (Nutriose) e ao BT 5 mM 
+ Nutriose
 
FB 06 50 mg/ml (BT + Nutriose) e (B) ao BT 5 mM (BT), à Raftilose P95 20 mg/ml (Raftilose) e ao BT 5 mM + 
Raftilose P95 20 mg/ml (BT + Raftilose), na diferenciação celular das células IEC-6, determinada pela quantificação da 

















































A fibra alimentar é proveniente de uma ampla gama de alimentos vegetais, sendo 
que em termos simples, pode ser considerada como consistindo em carbohidratos 
complexos que atingem o cólon (20). Estes carbohidratos que não são degradados pelas 
enzimas no intestino delgado humano atingem o cólon onde são fermentados pela 
microflora, levando à produção de ácidos gordos de cadeia curta, AGCC, (acetato, 
propionato, BT) (20, 47). Os que estimulam a microflora de uma forma que é benéfico 
para o hospedeiro são denominados prebióticos (91). 
A dieta está claramente ligada tanto ao risco como à incidência de CCR (20). A 
ingestão de fibra, particularmente de alimentos de grãos integrais, diminui o risco de 
desenvolvimento de CCR, sendo que vários mecanismos biológicos subjacentes a esta 
hipótese plausível têm sido propostos. Resumidamente, esses mecanismos incluem o 
fato da fibra aumentar o peso e o volume das fezes; diluir o conteúdo em substâncias 
cancerígenas no lúmen intestinal; reduzir o tempo de trânsito intestinal, o que reduz o 
contacto entre o conteúdo intestinal e a mucosa; e estimular a fermentação bacteriana 
das fibras, levando à produção de AGCC, o que reduz o pH do lúmen intestinal (44, 92). 
 A fonte alimentar é relevante, porque diferentes tipos de alimentos contêm 
diferentes tipos de fibra, sendo a sua fermentação distribuída ao longo do cólon (20). As 
fibras solúveis tendem a ser altamente fermentáveis no cólon proximal e portanto geram 
uma maior quantidade de AGCC no cólon (20, 93). A oligofrutose e a inulina são 
exemplos deste tipo de fibra, e estão associadas com uma maior produção de AGCC (19, 
20, 93). Por outro lado, as fibras insolúveis, nomeadamente as celuloses e a lenhina, têm 
uma baixa fermentabilidade, mas estão associadas a um aumento da massa fecal e 
diminuição do tempo de trânsito no cólon, tendo um grande impacto na fermentação e 
produção de AGCC no cólon distal (93, 94).  
Um importante AGCC produzido é o BT. A taxa e a quantidade de BT produzido 
ao longo do lúmen do cólon durante a suplementação com prebióticos dependem da 
estrutura química (por ex.: solubilidade e grau de polimerização) dos mesmos (46). O BT, 
além de ser uma fonte de energia para as células epiteliais, também influencia uma 
variedade de funções celulares que afetam a saúde do colón: por exemplo, tem um 
potencial anti-carcinogénico e anti-inflamatório, afeta a barreira intestinal e desempenha 
um papel na saciedade e stresse oxidativo (46).  
Uma vez que o BT é um importante substrato metabólico, em condições normais, 
para as células epiteliais do cólon e muitos dos seus efeitos celulares são dependentes 
de sua concentração intracelular (por exemplo, a inibição da desacetilase das histonas) 
(58), o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no seu transporte membranar são 





alta afinidade e um de baixa afinidade para 14C-BT (95), correspondendo ao SMCT1 e 
MCT1, respetivamente (85). Fisiologicamente, o MCT1 é possivelmente mais ativo no 
cólon proximal (o Km de MCT1 é cerca de 2,4-2,8 mM para o BT (96)), onde existe uma 
alta concentração de BT (na ordem do mM depois da digestão de fibras alimentares) e o 
pH é baixo (97). Porque o SMCT1 é mais expresso no colon distal (79), onde a 
fermentação de carbohidratos e consequentemente a disponibilidade de AGCC, mais 
propriamente de BT, é menor (46) e pelo fato do SMCT1 ter um baixo Km para o BT (50 
µM) (98), o SMCT1 terá grande importância para baixas concentrações de BT (no cólon 
distal). No entanto, células epiteliais tumorais do cólon mostram uma redução na 
absorção de BT, associada a uma baixa expressão de MCT1 e SMCT1. De fato, estudos 
demonstraram que a expressão de MCT1 diminui na transição do cólon normal para 
maligno (70, 99) e que a expressão de SMCT1 é silenciada em carcinomas colo-retais e 
em linhas celulares de CCR, originando uma diminuição da captação e metabolismo de 
BT em colonócitos (71). O conhecimento dos mecanismos de transporte intestinal do BT 
e a sua regulação serão pois particularmente fundamentais para desvendar um pouco a 
patofisiologia do CCR. 
Como, in vivo, tanto os prebióticos como o BT produzido por fermentação 
bacteriana estão comummente presentes juntos no cólon e podem assim influenciar a 
ação uns dos outros, direta ou indiretamente, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito 
de dois prebióticos, Nutriose® FB 06 e Raftilose P95 (a) sobre a captação apical de 14C-
BT e (b) sobre o efeito do BT na proliferação, viabilidade e diferenciação, no epitélio 
intestinal. 
As experiências foram realizadas com a linha celular do epitélio de intestino 
delgado normal de rato, IEC-6, que foi estabelecida a partir das criptas das células do 
intestino delgado de rato por Quaroni et al. (1979) (100, 101). Quando as células IEC-6 
são cultivadas em cultura pós-confluente, elas desenvolvem mudanças estruturais e 
diferenciam-se (101). As células IEC-6 têm sido utilizadas em numerosos estudos, 
incluindo estudos sobre absorção intestinal de nutrientes (102-107). Estas células 
expressam tanto ARNm do MCT1 e do SMCT1, e a captação de 14C-BT pelas células 
IEC-6 parece ser mediada por estes dois transportadores (85). 
Neste estudo, começamos por testar o efeito de várias concentrações dos 
prebióticos Nutriose® FB 06 e Raftilose P95, com diferentes tempos de exposição na 
captação de 14C-BT (10 µM) nas células IEC-6. Primeiro, estudamos o efeito de uma 
exposição aguda (1, 3 e 6 h) a concentrações crescentes dos prebióticos (1 mg/ml, 5 
mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 50 mg/ml e 100 mg/ml) e verificou-se que, globalmente (com 
exceção da Nutriose® FB 06 (20 mg/ml; 3 h)), não houve efeito nem da Nutriose® FB 06 





captação de 14C-BT nestes tratamentos agudos de 1, 3 e 6 h, decidiu-se avaliar se estes 
dois prebióticos interferiam com a viabilidade e proliferação celular. Verificou-se que a 
Nutriose® FB 06 e a Raftilose P95 não têm efeito quer na viabilidade quer na 
proliferação celular. Assim sendo, concluímos que, agudamente, as fibras testadas não 
interferem com a captação do BT, e podemos então especular que in vivo, no bolo fecal, 
a presença destes prébioticos não digeridos não vai afetar a absorção de BT ao nível do 
epitélio intestinal. 
De seguida, estudamos o efeito dos prebióticos em exposição crónica 
(tratamentos crónicos de 48 h). Assim, verificou-se que, cronicamente, quer a Nutriose® 
FB 06 quer a Raftilose P95 aumentaram a captação de 14C-BT pelas células IEC-6, 
sendo a captação máxima de 14C-BT obtida com a concentração de 50 mg/ml para a 
Nutriose® FB 06 (≈ 35% de aumento) e de 20 mg/ml para a Raftilose P95 (≈ 37% de 
aumento). Como a Nutriose® FB 06 e a Raftilose P95 aumentaram a captação de 14C-BT 
após exposição crónica de 48 h, avaliou-se o efeito destes compostos na viabilidade e 
proliferação celular. Verificou-se que quer a Nutriose® FB 06 quer a Raftilose P95 não 
alteraram a viabilidade e proliferação celular. Assim, concluímos que cronicamente, estas 
fibras aumentam a captação de BT, possivelmente por provocarem um aumento na 
quantidade de transportadores presentes na membrana celular e/ou na sua atividade 
intrínseca, e esse efeito não está relacionado com alterações na viabilidade e na 
proliferação celular. Tendo em conta estes resultados, em todas as séries de 
experiências realizadas posteriormente, as concentrações de Nutriose® FB 06 e de 
Raftilose P95 usadas foram de 50 mg/ml e de 20 mg/ml, respetivamente. Para além 
disso, o tempo de exposição das células aos prebióticos foi de 48 h.  
Gonçalves et al. (2011) demonstraram que a captação de 14C-BT pelas células 
IEC-6 é mediada pelo MCT1 e pelo SMCT1 (85). Tendo isto em conta, as experiências 
seguintes tiveram como finalidade caracterizar o efeito dos prebióticos sobre os dois 
transportadores envolvidos na captação de 14C-BT pelas células IEC-6. Assim, o primeiro 
passo consistiu em determinar o efeito dos prebióticos na captação de 14C-BT na 
presença e na ausência de NaCl (o qual foi substituído por LiCl). Na presença de NaCl, 
em que ocorre tanto o transporte mediado pelo MCT1 como pelo SMCT1, tanto a 
Nutriose® FB 06 como a Raftilose P95 aumentaram a captação de 14C-BT relativamente 
ao controlo. Quando se substituiu o NaCl pelo LiCl, para avaliar apenas o transporte 
mediado por MCT1, verificou-se uma diminuição da captação de 14C-BT relativamente ao 
controlo (≈ 35%), pelo que se pode concluir que o transporte mediado pelo SMCT1 
corresponde a 35% do total. Nestas condições, não houve diferença na captação na 





concluir que há captação mediada pelo MCT1 e pelo SMCT1, mas que a presença dos 
prebióticos só aumenta a captação de 14C-BT mediada pelo SMCT1 e não tem efeito no 
MCT1. O segundo passo consistiu em testar o efeito de dois inibidores clássicos do 
MCT1, NPPB e pCMB (85). Observou-se uma diminuição da captação de 14C-BT 
independente do Na+ na presença dos dois inibidores, confirmando assim o envolvimento 
do MCT1. Os resultados com os inibidores do MCT1 confirmaram que não há efeito dos 
prebióticos nem no MCT1 nem na captação de 14C-BT independente do Na+ mas distinta 
do MCT1, uma vez que quer na ausência, quer na presença dos inibidores, não há 
alteração da captação de 14C-BT na presença de Nutriose® FB 06 e Raftilose P95. 
A regulação na atividade de transportadores pode ocorrer a vários níveis: ao nível 
da transcrição (ativadores e repressores), pós-transcrição (variantes de splicing), 
cromossómico (modificações epigenéticas), tradução (estabilidade do ARNm), e pós-
tradução (alteração na proteína). Vários aspetos da regulação do MCT1 e do SMCT1 são 
pouco compreendidos. No entanto, sabe-se que estes transportadores são regulados a 
vários níveis, incluindo regulação da transcrição e pós-transcrição, que afetam a 
quantidade de proteína, e regulação da atividade de transportador. Assim, após investigar 
o efeito dos prebióticos na captação de 14C-BT mediada pelos transportadores MCT1 e 
SMCT1, fomos estudar o efeito dos prebióticos nos níveis de expressão génica do MCT1 
e SMCT1. A partir dos resultados de qRT-PCR, concluímos que os prebióticos não 
causaram alterações na expressão do ARNm do MCT1 e SMCT1, os dois principais 
transportadores envolvidos na captação de BT pelas células IEC-6. Esta ausência de 
efeito dos prebióticos na quantidade de ARNm de SMCT1 sugere que os prebióticos 
afetam a função deste transportador a um nível pós-transcricional, isto é, por alteração 
nos níveis de proteínas SMCT1 funcionais, na atividade intrínseca deste transportador ou 
por outro mecanismo. Neste contexto, é importante referir que Kirat et al. (2009) 
verificaram que a pectina na dieta aumenta a expressão proteica de MCT1 ao longo do 
trato gastrointestinal de rato; com base neste estudo, sugerimos um efeito semelhante 
para os prebióticos que estudamos em relação ao SMCT1 (108). 
Em resumo, os prebióticos aumentam a captação de BT mediada pelo SMCT1 e 
não têm efeito sobre o MCT1. Isto é interessante, uma vez que, como já referido, o 
SMCT1 tem um Km baixo (maior afinidade para baixas concentrações de BT (98)), sendo 
que no estudo de captação foi usada uma baixa concentração de BT (10 µM), ou seja, 
nessas condições, alterações da expressão/atividade do SMCT1 repercutem-se em 
alterações na captação de BT. Além disso, existe uma relação inversa entre os níveis de 
BT no cólon humano e a incidência de tumores, que é maior no cólon distal, onde a 
concentração de BT é mais baixa (97). Recentemente foi demonstrado que ratinhos 





ratinhos com SMCT1, em condições de baixo teor de fibra alimentar (109). Assim, os 
nossos resultados são duplamente interessantes no caso da Nutriose® FB 06, pois os 
resultados obtidos sugerem que a Nutriose® FB 06 aumenta a captação de 14C-BT 
mediada por SMCT1. Como as dextrinas são fermentadas no cólon lenta e 
progressivamente podem atingir o cólon distal sem terem sido ainda fermentadas (26, 
110). Ao serem fermentadas no cólon distal, estas fibras vão originar uma quantidade 
maior de BT neste local e por outro lado, como este é o local onde existe uma maior 
localização de SMCT1 no cólon (79), poderá levar a uma maior captação de BT. Assim, 
como a localização predominante de CCR (e também de outros distúrbios 
gastrointestinais) ocorre no cólon distal (46), a Nutriose® FB 06 poderá desempenhar um 
efeito protetor no desenvolvimento de CCR. 
Seguidamente, utilizando a concentração dos dois prebióticos com maior efeito na 
captação de 14C-BT (Nutriose® FB 06 50 mg/ml e Raftilose P95 20 mg/ml), fomos 
determinar se estes prebióticos são capazes de modular os efeitos celulares do BT. Em 
concordância com experiências recentes do nosso grupo (55), verificou-se que o 
tratamento das células IEC-6 com BT (5 mM) durante 48 h causa uma diminuição 
significativa na proliferação e viabilidade e um aumento marcado da diferenciação das 
células IEC-6. Como mencionado na secção de Materiais e Métodos, esta concentração 
de BT está bem dentro da gama fisiológica de concentrações no lúmen do cólon humano 
(55). Assim, de seguida, avaliou-se o efeito da interação entre o BT e os prebióticos na 
viabilidade, proliferação e diferenciação celular, tendo-se verificado que apenas a 
Nutriose® FB 06 50 mg/ml reverteu um pouco o efeito do BT, tendo reduzido a morte 
celular causada pelo BT. Assim, de um modo geral, concluímos que a combinação dos 
prebióticos com o BT não modificou as alterações na proliferação, viabilidade e 
diferenciação celular induzidas pelo BT. Com base no efeito dos prebióticos na captação 
de BT, seria de esperar que causassem uma potenciação dos efeitos celulares do BT. No 
entanto, tal não se verificou, em relação à proliferação, viabilidade e diferenciação celular. 
Esta ausência de interferência dos prebióticos nos efeitos celulares do BT pode ter várias 
possíveis justificações, que referimos de seguida. 
A primeira está relacionada com o fato de que o BT induz uma sobre-expressão 
de MCT1 numa linha celular epitelial do cólon humano e que esta sobre-expressão 
envolve mecanismos de transcrição e de pós-transcrição sendo refletida funcionalmente 
como um aumento na captação de BT (68). Para além disso, outro estudo mostrou que o 
BT estimula marcadamente a atividade do promotor do MCT1 (111). Assim, a ausência 
de efeito aquando da junção de BT com os prebióticos pode dever-se ao fato de o BT por 
si só já levar ao aumento da atividade dos seus transportadores (MCT1 e SMCT1), e 





efeito estimulador dos prebióticos na captação do 14C-BT já não se faz sentir, e 
consequentemente os efeitos do BT não são potenciados pelos prebióticos.  
A segunda está relacionada com o facto da concentração de BT usada nestes 
estudos (5 mM) ser elevada; de fato, o BT 5 mM teve efeitos celulares muito marcados 
(por exemplo potenciou muito a diferenciação celular (cerca de 6 vezes mais 
relativamente ao controlo)). Assim, é possível que os prebióticos não tenham sido 
capazes de modificar os efeitos celulares do BT por estes efeitos estarem já 
maximamente alterados pelo BT. Neste sentido, seria interessante estudar estes mesmos 
parâmetros com concentrações mais baixas de BT possivelmente os prebióticos 
poderiam potenciar o efeito do BT.  
A terceira, está relacionada com o fato de que, para além dos diferentes alvos 
intracelulares do BT (por exemplo as desacetilase de histonas), foi recentemente 
demonstrado que o BT extracelular pode desencadear efeitos biológicos em células 
epiteliais do cólon por ligação a recetores membranares (112). O BT é ligando agonista 
para o GPR41 (recetor 41 acoplado a proteínas G) (113, 114) e para o GPR109A (112). A 
expressão de GPR109A é silenciada em cancro do cólon em humanos (112) e a sua re-
expressão induz apoptose das células do cancro do cólon, mas apenas na presença do 
BT, funcionando o GPR109A como um gene supressor tumoral (112). Isto mostra um 
duplo efeito do BT como ligando do recetor e inibidor das HDACs. Foi demonstrado 
recentemente que a ativação de GPR41 modula negativamente os efeitos induzidos pelo 
BT intracelular, pois reduz a acetilação das histonas e tem um efeito inibitório sobre os 
efeitos anti-proliferativos e pro-apoptóticos do BT (115). Podemos portanto sugerir que o 
aumento da captação de 14C-BT (e consequente inibição das HDACs) provocado pelos 
prebióticos não potencia os efeitos do BT na proliferação, viabilidade e diferenciação das 
células IEC-6 porque esses efeitos do BT dependem da sua ligação a recetores 
membranares; é importante referir que as células IEC-6 expressam o recetor GPR109A 
(116). 
Concluindo, agudamente os prebióticos não têm efeito sobre a captação de 14C-
BT nem sobre a proliferação e viabilidade celular das células IEC-6. Por outro lado, 
cronicamente (48 h) os prebióticos Nutriose® FB 06 e Raftilose P95 aumentam a 
captação de 14C-BT nas células IEC-6, sendo que este aumento não depende de 
alterações na viabilidade nem na proliferação celular. Este aumento parece envolver o 
transportador SMCT1 mas não o MCT1, mas não se relaciona com um aumento da 
transcrição (expressão de ARNm) do SMCT1. Por último, os prebióticos não potenciam o 
efeito do BT na proliferação, viabilidade e diferenciação celular, sendo que a Nutriose® FB 





Tendo em conta estes resultados, pode-se especular que os prebióticos possam 
desempenhar um papel importante nos efeitos celulares do BT, pois apesar da Nutriose® 
FB 06 e da Raftilose P95 não terem sido capazes de modificar os efeitos celulares do 
BT nos parâmetros estudados (viabilidade, proliferação e diferenciação celular) o fato de 
aumentarem a captação de BT, e consequentemente os níveis intracelular de BT, 
significa que pode haver interferência noutros mecanismos intracelulares influenciados 
pelo BT, tais como a apoptose e a inibição da ativação de NF-KB, o que contribui para a 
homeostasia do epitélio do cólon. 
Por último, o efeito do BT em muitas células tumorais (um efeito anticancerígeno, 
que envolve a indução de diferenciação e apoptose e inibição da proliferação) e em 
células não carcinogénicas é oposto, sendo este fenómeno referido como “paradoxo do 
BT'' (46). Tendo em conta o contexto da carcinogénese do cólon, seria interessante 
estudar o proposto neste estudo numa linha de células tumorais e fazer uma comparação 
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